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(57) Abstract 

The invention concerns a method for preparing nanoparticles formed 
of a statistic polymer of at least one compound of formula (I) in which 
A represents a group (a) or a group (b); Ri and R2, identical or different, ■ 
represent a C1-C6 alkyl group linear or branched; n = 1, 2, 3, 4, or 5, 
characterised in that the monomer is previously made soluble in an organic 
aprotic solvent miscible in water forming with the polymerisation medium 
a mixture non-solvent of the formed polymer. The invention also concerns 
said nanoparticles, containing optionally one or several biologically active 
molecules, and the pharmaceutical compositions containing them. 

(57) Abrege 



9 

-C — ORj 



(0 



C-OR, 

o 



(a) 



(b) 



L' in vent ion conceme un proc6d6 de preparation de nanoparticulcs 
form6es d'un polymere statistique d'au moins un compos6 de formulc (I) 
dans laquelle A represente un groupe (a) ou un groupe (b), Rj et R2, 
identiques ou differents, represented un groupe C|-Ce alkyle lineaire ou 
ramified n = 1, 2, 3, 4 ou 5, caractCTise" en ce que le monomere est 
prealablement solubilisd dans un solvant organique aprotique miscible a 
Peau formant avec le milieu de polymerisation un melange non solvant du polymere forme. L* invention conccrne egalement lesdites 
nanoparticules, contenant £ventuellemcnt une ou plusieurs molecules biologlquement actives, et les compositions pharmaceutiques les 
contenant. 
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PROCEDE DE PREPARATION DE NANOPARTICULES DE METHYLIDENE MALONATE, NANOPARTICULES 
CONTENANT EVENTUELLEMENT UNE OU PLUSIEURS MOLECULES B I OLOG 1 QUE M ENT ACTIVES 

La presente invention a pour objet un nouveau procede- de preparation de 
5 nanoparticules formees d'un compose methylidene malonate polymerise, lesdites 
nanoparticules, contenant eventueilement une ou plusieurs molecules biologiquement 
actives, ainsi que les compositions pharmaceutiques les contenant. 

Par "nanoparticules", on entcnd des particulcs submicroniques ayant un 
diametre inferieur a environ 500 nanometres. Des nanoparticules formees par 

10 polymerisation en emulsion d'un cyanoacrylate d'alkyle sont decrites dans ie brevet 
EP 0 007 895. Le procede utilise dans la preparation de ces particules de 
cyanoacrylate d'alkyle repose sur la polymerisation (anionique) du monomere qui* a 
lieu spontanement et en milieu aqueux. La preparation suivant le meme principe 
(polymerisation anionique en emulsion) de nanoparticules constitutes d'un polymere 

15 de methylidene malonate est decrite notamment dans F. Lescure et al, Pharm. Res., 
1994, 11, 1270-1276. Ces monomeres, dont la preparation est decrite dans le brevet 
EP 0 283 364, ont une structure proche de celle des cyanoacrylates mais la fonction 
nitrile de ces demiers est remplacee par un ester ou un ester tester. Comme les 
cyanoacrylates, ils polymerisent a froid en milieu aqueux et peuvent etre biodegradables. 

20 Les nanoparticules de methylidene malonate ainsi obtenues presentent 

cependant certains desavantages. 

En effet, la polymerisation en emulsion des methylidenes malonates sous 
forme de nanoparticules aboutit, en phase aqueuse et a pH legerement acide, a la 
formation d'oligomeres, majoritairement de type trimere ou tetramere, hautement 

25 biodegradables. Ces especes moleculaires sont partiellement hydrosolubles, de sorte 
que la dispersion de ces nanoparticules en milieu aqueux aboutit a leur solubilisation 
et a la perte rapide de la structure particulate (P. Breton et al., Eur. J. Pharm. 
Biopharm., 1996, 42, 95-103). Lorsqu ! une molecule biologiquement active est 
associee aux nanoparticules de methylidene malonate, elle est done susceptible d'etre 

30 liberee tres rapidement apres I'administration, suite a l'effet de dilution dans le torrent 
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circulatoire qui entraine la solubilisation rapide des oligomeres formant la matricc 
particulaire, eventuellement avant d'arriver au site d'action du principe actif. 

Certaincs experiences ont montre que la polymerisation a pH basique 
permettait la formation de polymeres de masses moleculaires plus elevees tout en 
5 conservant la taille des nanoparticules. Cependant, de telles syntheses se<aracterisent par : 

- i'impossibilite d'obtenir des polymeres de Mw< 10 000, et a fortiori de 
Mw< 8000, constitutifs de nanoparticules individualisees, sans formation d'agregats et 
sans la presence importante d'especes oligomeriques, 

- Timpossibilite de constituer a pH eleve (pH> 7) des polymeres de 
10 Mw> 20 000 et a fortiori de Mw superieur, sans la formation inevitable d'aggregats 

rendant l'administration intravasculaire de ces preparations impossible. 

On entend par Mw la masse moieculaire moyenne en masse (ou masse 
moleculaire moyenne) definie ainsi : Mw = £ ni. Mi 2 / Z ni. Mi et par Mp la masse 
moieculaire de Tespece quantitativement majoritaire. 
15 Dans la suite de la description, la masse moieculaire est exprimee en 

equivalents polystyrenes (Ep). 

Ce procede de preparation ne convient done pas si Ton desire preparer des 
nanoparticules de polymethylidene malonate constitutes de : 

- polymeres de masse moleculaire moyenne comprise entre environ 5000 
20 et 10 000, notamment d'environ 8000, 

- polymeres de masse moleculaire moyenne superieure a 20 000 sans 
formation d'agregats. 

La presente invention consiste done a preparer des nanoparticules de 
methylidene malonate ayant un diametre inferieur a 500 nm, en particulier de 100 a 
25 500 nm, formees d'especes moleculaires homogenes de masses situees dans une large 
gamme (Mw compris entre environ 2 000 et 80 000). Le principe consiste a 
solubiliscr le monomere dans une phase organique aprotique miscible a Teau mais 
qui, dans les conditions de preparation des nanoparticules, forme avec le milieu 
aqueux de polymerisation un melange non solvant du poly mere forme. 
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Par "phase organique aprotique" ou "solvant organique aprotique", on 
cntend une phase organique ou un solvant sans proton labile capable d'initier un 
anion. 

Les avantages de ce procede de preparation suivant Tinvcntion sont 
5 nombreux : 

- il permet une dispersion plus homogene du monomere dans le milieu de 
polymerisation, 

- il utilise des solvants non chlorcs et facilement eliminables car volatils, 

- il evite la formation d'aggrcgats de polymeres, 

10 - il donnc lieu a des rendemcnts de polymerisation eleves, 

- il permet la constitution de polymeres de masse moleculaires homogenes 
situees dans une large gamme (Mw d'environ 2000 a 100000, notammcnt d'environ 
2000 a 80000) en formant des nanoparticules ayant un diametre inferieur a 500 nm. 

En outre, le procede permet l'utilisation d'agents de dispersion tels que des 
15 agents tensioactifs non ioniques ou des polymeres protccteurs de colloides, ce qui 
aboutit a Tobtention de particules ayant des proprictes de surface modulables. 

Enfin, la masse moleculaire des oligomeres/polymeres formant les 
nanoparticules suivant Tinvention peut etre parfaitement maitrisee en jouant sur les 
conditions suivantes de preparation : 
20 - la concentration en monomere dans la phase organique, 

- le pH et la molarite du milieu de polymerisation, 

- la nature et la concentration de Tagent de dispersion, 

- le rapport volumique phase aqueuse (milieu de polymerisation) /phase 
organique, 

25 - le mode d'introduction du melange organique dans la phase aqueuse. 

L'invention concerne done dans un ler aspect un procede de preparation de 

nanoparticules formees d'un polymerc statistique d'au moins un compose de formule (I) 

O 
ii 

/C-OR,. 

H,C=C^ < ] ) 
A 

dans laquelle 
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- A represente 

. un groupe — C — OR 2 
6 

ou 

un groupe — C~0— (CI^)— C— OR^ 
O O 

5 - Rj et R2, identiques ou differents, representent un groupe C1-C5 alkyle lineaire ou 
ramifie ; 

n = 1, 2, 3, 4 ou 5 ; 

caracterise en ce que le ou Ies monomere(s) est (sont), prealablement a la 
polymerisation, solubiIise(s) dans un solvant organique aprotique miscible a Feau 
10 formant avec le milieu de polymerisation un melange non solvant du poly mere forme. 

Dans un aspect avantageux, Tinvention concerne un procede de preparation 
de nanoparticules formees d ! un polymere d'un compose de formule (I) 



O 
11 

C — OR, 



15 



20 



dans laquclle 

- A represente 

.un groupe — C — OR 7 
6 

ou 

.un groupe — ft -0- (CH^— C— OR, 
O O 

- R\ et R2, identiques ou differents, representent un groupe C4-C6 alkyle lineaire ou 
ramifie ; 

n = 1, 2, 3, 4 ou 5 ; 
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caracterise en ce que le monomere est, prealablcrnent a la polymerisation, solubilise 
dans un solvant organique aprotique miscible a I'eau formant avec le milieu de 
polymerisation un melange non solvant du polymcre forme. 

Selon un aspect particulier, le procede selon I'invention permet la 
5 preparation de nanoparticules ayant un diametre inferieur a 500 nm, de preference 
compris entre 100 ct 500 nm, ct une masse moleculaire moyenne (Mw) comprise 
entre environ 1000 et 100000, notamment entre environ 1000 et 80000, eri particulier 
entre environ 2000 et 80000, de preference entre environ 8000 et 80000. 

En particulier, le procede selon rinvention comprend les etapes consistant 

10 a: 

-preparer une solution d'au moins un compose de formule (I) dans un 
solvant organique aprotique miscible a I'eau, 

- ajouter, sous agitation, cctte phase organique a un milieu de " 
polymerisation aqueux a un pH compris entre 4,5 et 10, 

15 - recuperer les nanoparticules ainsi obtenues apres homogeneisation du 

melange et evaporation sous vide du solvant organique. 

On pcut cgalement ajouter le milieu de polymerisation aqueux a la phase 

organique contenant lc monomere prealablement solubilise et selon un autre aspect, le 

procede selon Tinvention comprend les etapes consistant a : 
20 ~ preparer une solution d'au moins un compose de formule (I) dans un 

solvant organique aprotique miscible a I'eau, 

- ajouter, sous agitation, a cette phase organique un milieu de 
polymerisation aqueux a un pH compris entre 4,5 et 10, 

- recuperer les nanoparticules ainsi obtenues apres homogeneisation du 
25 melange et evaporation sous vide du solvant organique. 

Comme illustre plus loin dans les exemples, le pH du milieu de 
polymerisation est choisi en fonction de la masse moleculaire du polymere que Ton 
souhaite preparer. 

Avantageusement, le melange de la phase organique et du milieu aqueux 
30 est homogeneise par agitation continue pendant environ 30 min, puis on complete 
eventuellement la preparation par de I'eau distillee. 
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Le polymere forme precipite dans lc milieu de polymerisation ct pcut etre 
recuperc par exemplc par filtration. On peut cnsuite conditionner et lyophiliser la 
suspension nanoparticulaire ainsi obtenue* 

Le solvant organique aprotique utilise pour disperser le ou les monomere(s) 
doit etre un solvant dudit (desdits) monomerc(s) qui soit egalcment "miscible a 1'eau. 
Ce solvant est de preference choisi parmi l'acetone, l'acetonitrile, le dioxanne et le 
tetrahydrofurane, l'acetone etant particulieremcnt preferee. 

Des aspects preferes du procede sont les suivants : 

- la concentration en monomere(s) de formule (I) dans le solvant organique 
est de l'ordre de 30 mg/ml a 150 mg/ml ; 

- la molarite du milieu de polymerisation est de l'ordre de 1/30 M a 

1/3 M; 

- le rapport volumique phase aqueuse / phase organique est compris entre * 
3/1 et 20/1, de preference entre 3/1 et 15/1. 

Avantageusement, le milieu de polymerisation contient un ou plusieurs 
agents tensioactifs ou protecteurs de colloides. 

Les agents tensioactifs peuvent par exemple etre des tensioactifs ioniques 
ou non ioniques. On utilisera de preference des agents tensioactifs non ioniques 
choisis parmi les copolymeres de polyoxyethylene, de polyoxypropylene, les 
poloxamers et les polysorbates. En tant qu'agents protecteurs de colloides, on utilisera 
de preference les derives polysaccharidiqucs tels que les dextrans, les derives 
cellulosiques hydrosolubles ; les polyethylene glycols ; Talcool polyvinylique. 

De preference, le compose polymerise pour former les nanoparticules selon 
le procede de Tinvention est un compose de formule (I) dans laquelle : A represente 
un groupe — c-o— (CH 2 )^— C— OR^ , n = 1 et R, - 1^ = ethyle. 
O O 

Dans un autre aspect prefere, le compose polymerise pour former les 
nanoparticules selon le procede de Tinvention est un compose de formule (I) dans 
laquelle : A represente un groupe — C — OR^ , et R t = = propyle. 

O 
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Avantageusement, on peut cgalcment polymcriser dc maniere aleatoire un 
melange de composes de formule (I) dans laquelle Aestungroupe — C~ OR^ ou 

un groupe — C— O — (CH^ — C— OR^ tels que deflnis plus haut. ° 
O O 
Dans un 2eme aspect, 1'invention concerne des nanoparticules formees d r un 
polymere statistique d'au moins un compose mcthylidene malonate de formule (I), 
5 ayant un diametre inferieur a 500 nm, de preference compris entre 100 et 500 nm et 
une masse moleculaire moyenne (Mw) comprise entre environ 1000 et 100000, 
notamment entre 1000 et 80000, en particulier entre environ 2000 et 80000, de 
preference comprise entre environ 8000 et 80000, susceptiblcs d'etre obtenues par ce 
procede. 

10 En particulier, lesdites nanoparticulcs susccptibles d'etre obtenues par ce 

procede sont formees d f un polymere d'un compose dc formule (I), ont un diametre 
inferieur a 500 nm, de preference compris entre 100 et 500 nm et un Mw compris 
entre environ 1000 et 80000, en particulier entre environ 2000 et 80000, de preference 
comprise entre environ 8000 et 80000. 

15 Dans un aspect preferc, Tinvention concerne des nanoparticules formees 

d'un polymere statistique d'au moins un compose dc formule (I), ayant un diametre 
inferieur a 500 nm, de preference compris entre 100 et 500 nm et unc masse 
moleculaire moyenne (Mw) comprise entre environ 8000 et 100000, de preference 
entre environ 8000 et 80000. 

20 L'invention concerne en particulier des nanoparticules formees d'un 

polymere d'un compose de formule (I), ayant un diametre inferieur a 500 nm, de 
preference compris entre 100 et 500 nm et une masse moleculaire moyenne (Mw) 
comprise entre environ 8000 et 80000. 

Avantageusement, lesdites nanoparticules sont formees d'un compose de 
formule (I) dans laquelle : A represente un groupe ^-C~0— (CH^c-OR^ > 

25 ° O 

n = 1 et Rj = R 2 = ethyle. 
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Dans un autre aspect prefcre, Icsdites nanoparticules sont formees d'un 
compose de formule (I) dans laquelle A represente un groupe — c — OR^ et 

6 

Ri = R 2 = propyle. 

Avantageusement, lesdits nanoparticules peuvent etre constitutes d'un polymere 
5 statistique d'un melange de composes de formule (I) dans laquelle A est un groupe 

ff~ OR 2 ou un groupe C— O— (CH 2 ) n — C— OR^ tels que definis plus haut. 

O O O 

Selon un aspect ulterieur de 1'invention, lesdites nanoparticules 
comprenncnt dans leur rcseau polymerique unc ou plusieurs molecules 
biologiquemcnt actives telles que mentionnees plus haut. 
10 En effet, dans un aspect avantageux du procede scion 1'invention, la phase 

organique (Iorsqu'il s'agit d'une molecule biologiquemcnt active insoluble dans l'eau).. 
ou le milieu de polymerisation peut contenir unc ou plusieurs molecules 
biologiquement actives. 

Par "molecule biologiquement active", on entend dc manicre non limitative 
15 toute molecule ou macromolecule ayant une activite biologique prophylactique ou 
curative, in vitro ou in vivo, notamment un agent anti-infectieux, en particulier un 
agent antiseptiquc, antibiotique, antiviral, antiparasitaire ou antimitotique, notamment 
anticancereux. 

Des agents antibiotiques ou antiseptiques utilisables peuvent etre par 
20 exemple la rifampicine et la colistine. 

A titre d'exemples d'agents antiviraux, on peut citer de maniere non 
limitative la didanosine, la ribavirine, la zidovudine, Tacyclovir, le ganciclovir, le 
foscarnet, la vidarabine et la zalcitabine. 

Le cis-plastine, le 5-fluorouracile ou le taxol peuvent par exemple etre 
25 utilises en tant qu'agents anticancereux. Un autre agent antitumoral avantageux est la 
creatine phosphate dont Tactivite est decrite dans la demande BP 0 614 366. 

L*invention concerhe egalement les compositions pharmaceutiques 
contenant lesdites nanoparticules comprenant une ou plusieurs molecules 
biologiquement actives, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
30 acceptable. 
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Les compositions scion 1'invention peuvcnt ctre dcs compositions 
administrates par exemplc par voic oralc, sublinguale, sous-cutanee, 
intramusculaire, intraveineuse, transdermique, locale, rectale, pulmonaire ou nasale. 

Les formes d'administration approprices comprenncnt notamment les 
5 formes par voie orale tcllcs que les comprimes, les gclules, les poudres, les granules et 
les solutions ou suspensions orales, les formes d'administration sublinguale et 
buccale, ainsi que les formes d'administration sous-cutanee, intramusculaire, 
intraveineuse, intranasal ou intraoculairc et les formes d'administration rectale. 

L'invention est illustree par les exemples ci-dessous, dans laquelle la 
10 preparation des particules est effectuee a temperature ambiante (environ 21°C). La 
taille, ou diamctre, des nanoparticules a ete mesurc avec un compteur a diffusion d'un 
rayon laser (Coulter Electronic Inc., USA). La masse moleculaire des polymcres a ete 
determinee par chromatographic en permeation de gel . 
Exemple 1 : 

15 500 mg de monomere 1-ethoxycarbonyl-l-ethoxycarbonylmethylene- 

oxycarbonylethene (Laboratoires UPSA /CARPIBEM, France) prcaiablement desorbes du 
SO2 pendant 3 h sous 25 mbars sont disspus dans 5,55 ml d^cetone. Cettc solution est 
ensuite melangee progrc^ivement et sous agitation magnet iquc avec 50 ml d f un milieu 
aqueux tamponne a pH 8 (^HPO^/KJHPO^ 1/15 M) et contenant 500 mg de dextran 

20 70 (FLUKA CHEMIE, Suisse). La polymerisation quasi-instantanee produit une 
opacification du melange qui presente un effct Tyndall caractcristique des solutions 
colloidales. Uagitation est maintenue pendant 30 minutes apres Tintroduction complete de 
la phase organique. Ensuite, 50 ml d'eau distillce contenant 2,5 gde glucose ou de trehalose 
(protecteurs de collo'ides et Ctyoprotecteuis) sont ajoutes a la suspension nanoparticulaire 

25 et le melange est soumis a une evaporation sous vide afin d'eliminer Tacetone et de reduire 
le volume de la suspension aqueuse a 50 ml. Apres filtration sur filtre papier (diametre des 
pores 5 a 15 ^im), la preparation est lyophilisee. Mesurees par diffusion d*un rayon laser, 
les particules contenues. dans le filtrat ont un diamctre de 288 nm. La masse moleculaire 
moyenne (Mw) du methylidcne malonatc constituant la matrice polymcre des particules 

30 est evaluee a 67 000 par chromatographie en permeation de gel. 
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Exemple 2 : Etude de la variation du pH 

On procede suivant la technique decrite dans l'exemplc 1, mais en faisant 
uniquement varier lc pH du tampon phosphate. Les resultats sont rapportes dans Ie 
tableau 1 ci-dessous, dans lequel Mp est la masse moleculaire de l'espece principale 
et Mw est la masse moleculaire moyennc du polymere. 

Tableau 1 









pH du 


milieu de polymerisation 








4,5 


5,0 


5,5 


6,0 


6,5 


7,0 


7,5 


8,0 


taille (nm) 


280 


344 


424 


423 


361 


382 


313 


288 


ecart-type +/-nm 


9 


9 


7 


6 


9 


7 


2 


3 




caracteristiques du polymere (Ep) 




Mp 


662 


655 


.655 


19700 


31500 


36900 


40300 


59300 


Mw 


2080 


4740 


11140 


17600 


28900 


39000 


53200 


67200 



constituant les nanoparticules augmente regulierement avec Ie pH du milieu de 
polymerisation. 

Le profil de chromatographic en permeation de gel de la Figure 1 
represente la distribution de masse moleculaire du polymere prepare a pH 5,5 
(concentration : 90 mg/ml). On observe en 1 un large pic correspondant aux cspeces 
de haute masse moleculaire moyenne (Mw) et en 2 un pic etroit correspondant aux 
oligomeres minoritaires (trimercs et tctrameres majoritaires). 

Les lignes en pointilles delimitent la portion analysable du 
chromatogramme. Le pic F est celui du toluene utilise comme etalon interne et Ie pic 
negatif correspond aux traces d'eau. 



Exemple 3 : Etude de la variation de la concentration du monomere. 

On procede suivant la technique decrite dans Texemple 1, mais en faisant 
uniquement varier la concentration du monomere dans Tacetone. Les resultats sont 
rapportes dans le tableau 2 ci-dessous : 
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Tables 2 





concentration en monomere dans la phase organique 






(mg/ml) 






30 


60 


90 


taille (nm) 


213 


239 


288 


ecart-type +/-nm 


2 


4 


3 




caractcristiqucs du polymere (Ep) 


Mp 


31500 


39600 


59300 


Mw 


4470O 


63000 


67200 



Les resultats montrent que la masse moleculairc de I'cspece principale 
(Mp), de meme que la masse moleculaire moyenne (Mw) des polymeres constituant 
5 les nanoparticules augmentent regulierement avec la concentration en monomere dans 
la phase organique. 

Exemple 4 : 

On procede selon les exemples 1 a 3 mais cn remplagant le dextran 70 
10 protecteur de colloides par un tensioactif non ionique, lc Pluronic F68 (BASF 
Corporation, USA). 

Les resultats sont rapportes dans le tableau 3 ci-dessous. 



Tableau 3 





pH du milieu de polymerisation contenant 0,5 % de Pluronic F 68 




4,5 


5,0 


5,5 


6,0 


6,5 


7,0 


7,5 


8,0 


Taille (nm) 


87 


80 


95 


117 


122 


121 


146 


153 


ecart-type +/-nm 


1 


2 


2 


5 


9 


.1 


3 


1 




caracteiistiques du polymere (Ep) * 


Mp 


656 


13300 


14800 


25600 


38600 


43700 


45300 


77800 


Mw 

* . .r 


5520 


9740 


12300 


23600 


33000 


51600 


70900 


88900 



* concentration en monomere dans Tacetone = 90 mg/ml. 
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Les resultats montrent, pour des memcs conditions de pH : 

- une augmentation de la masse moleculaire de Tespcce principaie (Mp) et 
de la masse moleculaire moyennc (Mw) des poly meres constituant les nanoparticules 
en presence du tensioactif par rapport au protecteur de colloides, 

- une diminution de la taille de ccs mcmes nanoparticules en presence du 
tensioactif par rapport au protecteur de colloi'dcs. 

Excmple 5 : Etude de la molarite du milieu de polymerisation 

Selon le proccdc decrit dans Texemple 1, on introduit 50.0 mg dc monomerc 
dissous dans 16,6 ml d'acetone, dans un tampon phosphate (Na2HP04/KH2PC>4) de 
molarite croissante, et contcnant par ailleurs 0,5 % de Pluronic F68. 

Les resultats sont rapportes dans le tableau 4 ci-dcssous : 

Tableau 4 



molarite 


taille des 


ecart-type 


Mp 


Mw 


nanoparticules (nm) 


(nm) 


(Ep) 


(Ep) 


0,033 M 


127 


2 


15200 


12500 


0,066 M 


123 


1 


14600 


12400 


0,133 M 


124 


1 


653 


9790 


0,267 M 


179 


3 


660 


8690 



15 Les resultats montrent une diminution de la masse moleculaire moyenne 

(Mw) des polymeres constituant les nanoparticules proportionnellement a une 
augmentation de la molarite du milieu. 



20 



Exemple 6 : 

Des nanoparticules sont preparees suivant les exemples 1 a 3 et comparees 
a des nanoparticules preparees selon le procede decrit par Lescurc et ah, Pharm- Res. 
1994, 11, 1270 - 1276. Pour cela, on introduit 100 mg de monomere sous agitation 
dans 10 ml d'un milieu tampon phosphate (Na2HPC>4/KH2P04, 1/15 M) de pH 5 a 8. 
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Les resultats sont rapportcs dans le tableau 5 ci-dessous dans lequcl les oligomeres 
sont definis comme toute espece moleculaire de masse moleculaire inferieure ou 
egale a environ 920. 





pH du milieu de polymerisation contcnant 1 % de dextran 70 






5,5 


6,0 


6,5 


7 0 


7 S 


0,V/ 




taille (nm) 


260 


296 


337 


335 


271 


322 




ccart-type 


5 


5 


10 


4 


6 


6 




■f/~nni 
















Md 


\J\J\J 




U /.} 






loUUU 


Procede selon 
Lescure et al.,1994 


1Y1 W 


1/12/ 




ST**? 
JjjJ 


OUH 1 




/JV4 




% oligomeres 


43 


53 


27 


38 


18 


13 




rendement 
d'obtention des 
nanoparticules 
% + s 


87 


79,5 


71,5 


59,5 


21 


23 




taille (nm) 


424 


423 


361 


382 


313 


288 




ecart-type 
+/-nm 


7 


6 


9 


7 


2 


3 


Procede selon 
Tinvention ** 


Mp 


655 


19695 


31508 


36290 


40278 


59300 




Mw 


11138 


17569 


28918 


38997 


53181 


67201 




% oligomeres 


19 


14 


8 


4 


3 


2 




rendement 
d'obtention des 
nanoparticules 

%+ S 


82,5 


73 


84,5 


91 


85 


86,5 



5 * presence d'agregats 



* * concentration en monomere dans I'acetone = 90 mg/ml 

Les resultats montrent que, pour toute condition experimentale de pH 
identique : 
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- la masse molcculaire moycnnc (Mw) des polymeres constituant les 
nanoparticules fabriquecs scion Lcscure ct al. est inferieure a celle du polymere 
obtenu selon le procede de Tinvcntion; 

- les taux d'oligomeres (trimcrcs-tetrameres) constitutifs des polymeres 
5 sont significativcment inferieurs pour les nanoparticules prcparees selon le procede de 

Tinvention; 

- les rendements de polymerisation sous forme de nanoparticules sont 
supcrieurs pour le procede de Tinvcntion par rapport au procede selon Lescure et al (la 
formation d'agregats se traduit par de faibles rendements a pH basique pour le procede 

10 selon Lescure et al). 

Le profil de chromatographic en permeation de gel de la Figure 2 
represente les distributions de masse moleculaire des polymeres prepares a pH 7,5 
selon le procede de Tinvention d'une part (trace A), et -selon le procede de Lescure et 
al d ! autre part (trace B). Mis a part le pic 3 correspondant au toluene, on observe pour 

15 le trace A un pic 1 unique correspondant a l'espece principale (Mp=40278) alors que 
pour le trace B, on observe egalement la presence d'un pic 2 significatif correspondant 
aux oligomeres (trimcres et tetrameres). 

Exemple 7 : 

20 50 ml d'un milieu aqueux tamponne a pH 5 ; 6,5 ou 8 

(Na2HP04/KH2PC>4 1/15 M) ct contenant 0,5 % de Pluronic F68 (BASF 
Corporation, USA) sont ajoutes progrcssivement et sous agitation magnetique a 5^5 
ml d'une solution de 500 mg de monomere 1-ethoxycarbonyl-l-ethoxycarbonyl 
methyieneoxycarbonylethene (LABORATOIRES UPSA/CARPIBEM, France) 

25 prealablexnent desorbes du SO2 pendant 3 h sous 25 mbars dans 5,55 ml d'acetone. 
Uagitation est maintenue pendant 16 h pour les essais a pH 5 et 6,5 ou pendant 30 
minutes pour Tessai a pH 8 apres Tintroduction complete de la phase organique. 
Ensuite, 50 ml d'eau distillee contenant 2,5 g de glucose ou de trehalose (protecteurs 
de colloides et cryoprotecteurs) sont ajoutes a la suspension nanoparticulaire et le 

30 melange est soumis a une evaporation sous vide afin d'eliminer Tacetone et de reduire 
le volume de la suspension aqueuse a 50 ml. Apres nitration sur filtre en papier 
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(diametre des pores 5 a 15 jim), la preparation est lyophilisee. Le diametre des 
paiticules contenues dans le filtrat est mesurc par diffusion d'un rayon laser. La masse 
moleculaire moyenne (Mw) du methylidcnc malonatc constituant la matrice polymere 
des particules est evaluee par chromatographie en permeation de gel. 
5 Les resultats sont rapportcs dans le tableau 6 ci-dessous, "dans lequel Mp 

est la masse moleculaire de Pespecc principale et Mw est la masse moleculaire 
moyenne du polymere. 

Le rendement est determine par le rapport entre la quantite de monomere 
introduit dans le milieu reactionnel et la quantite de polymere constituant les 
10 nanoparticules. 



Tableau ft 





pH du milieu de polymerisation 


5,0 


6,5 


8,0 


taille (ran) 

e cart-type +/-nm 


848 

36 


394 
32 


754 
34 




caractcristiqucs du polymere (Ep) 


Mp 


312 


24300 


26500 


Mw 


6450 


20100 


20100 




rendement 


% 


59 


• 57 


30 


ecart-type 


5,1 


4,6 


4,2 



Exemple 8 : Utilisation de differents solvants. 

On procede suivant le procede de Texemple 1, mais en utilisant Tacetone, 
15 Tacetonitrile ou le tetrahydrofuranne (THF) comme solvant du monomere. 

Les resultats sont rapportes dans le tableau 7 ci-dessous. 



<WO 981 B455A1_I_> 



WO 98/18455 



PCT/FR97/01907 



Tableau 7 



Solvant 


Granulomere 
moyenne (nm) 


rendement (%) 


Mw 


Acetone 


253 


74 


54 100 


Acetonitrile 


197 


69 


- 31 700 


THF 


191 


70 


30 300 



Excmplc 9 : Etude du rapport volumique eau / solvant 

On procede suivant le procede de Texemple 1, mais en faisant varier le 
5 rapport volumique eau / acetone. 

Les resultats sont rapportcs dans le tableau 8 ci-dessous : 

Tableau 8 





Rapport volumique eau / solvant 


4,5 / 1 


9/1 


18/1 


taille (nm) 
rendement (%) 


241 
74 


288 
74 


334 
85 




caracteristiques du polymere 


Mp 


62100 


59300 


33100 


Mw 


42000 


67200 


24600 



Exemple 10 : Mise en oeuvre du procede a pH 10. 
10 Les essais ont ete realises dans un milieu aqueux a pH = 10 en presence soit 

d'agent tensio-actif soit de colloide protectcur ct ce, soit selon le procede de 
I'exemple 1, soit selon le procede de 1 'exemple 7. 
1) essai 1 

100 mg de monomere 1-ethoxycarbonyl-l-ethoxycarbonylmethylene- 
15 oxycarbonylethene sont dissous dans 1 ml d'acetonc. 

Cette solution est ensuite ajoutee progressivement, et sous agitation 
magnetique, dans 10 ml d f un milieu aqueux a pH = 10 et contenant 100 mg de Dextran 70. 

La polymerisation est instantanee. L'agitation est maintenue pendant 30 
minutes apres introduction de la totalite de la phase organique. Ensuite, 10 ml d'eau 
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distillee sont additionncs a la suspension nanoparticules, et le melange est soumis a 
une evaporation sous vide afin d'eliminer I'acetonc. Puis Ie milieu est centrifuge 
(v = 10 000 tr/min, 10 min a 4°C). 

2) essai 2 

5 Le protocole experimental est identique a celui dc 1'cssai 1 mais en 

remplagant le Dextran 70 par du Pluronic F68. 

3) essai 3 

10 ml d'un milieu aqueux a pH '= 10 contenant 100 mg de Dextran 70 sont 
ajoutes progressivement et sous agitation magnetique dans unc phase organique 
10 constituee de 100 mg de monomere et de 1 mi d'acetone. La polymerisation est 
instantanee. L'agitation est maintcnue pendant 30 minutes apres introduction -de la 
totalite de la phase aqueuse. Ensuite, 10 ml d'eau distillee sont additionnes a la 
suspension nanoparticulaire et le melange est soumis a une evaporation sous vide afin ** 
d^eliminer I'acetone. Puis le milieu est centrifuge ( v = 10 000 tr/min, 10 min a 4°C). 
15 4) essai 4 

Le protocole experimental est identique a celui de Tessai 3 mais en 
remplagant le Dextran 70 par du Pluronic F68. Apres centrifugation, les 
nanoparticules contcnues dans le culot sont analysees par en chromatographic 
d'exclusion sterique pour determiner leur masse moleculaire moyenne en poids (Mw). 
20 Les resultats sont rapportes dans le tableau 9 ci-apres : 

Tabk9u 9 





. Mw 


Granulometrie (nm) 


Essai 1 


8 800 


240 


Essai 2 


6 900 


245 


Essai 3 


1400 


316 


Essai 4 


1850 


333 



Exemple 1 1 r 

On precede suivant la technique de polymerisation decrite dans Texemple 
25 1, mais en utilisant du 1,1-propoxycarbonyIethene (Laboratoires UPSA/CARPIBEM, 
France) ci-apres denomme MM 3.3, seul ou en melange avec du monomere 1- 
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ethoxycarbonyl-l-ethoxycarbonylmethylencoxy-carbonylcthene (Laboratoires 
UPSA / CARPIBEM, France), ci-apres denomme MM 2.1.2. Les resultats sont 
rapportes dans le tableau 10 ci-dessous, dans lequel Mp est la masse moleculaire de 
Fespece principale et Mw est la masse moleculaire moyenne du polymere. 



Tahlcau 1 0 





Rapport MM 3.3/MM 2.1.2 . 




100/0 


75/25 . 


50/50 


25/75 


Taille 


123 


223 


298 


155 


Rendement (%) 


77 


73 


80 


78 




Caracteristiques du polymere 


Mp 


44764 


92090 


37467 


21727 


Mw 


44122 


89793 


37467 


21727 



Exemple 1 2 : Preparation de nanoparticules contenant de la rifampicine 

5 mg de rifampicine base (Sigma) sont dissous dans 1 ml d'acetone auquel 
on ajoute 90 mg de monomere 1-ethoxycarbonyl-l-ethoxycarbonylmethyleneoxy- 
carbonylethene (LABORATOIRES UPSA /CARPIBEM, France) prealablement 
desorbe du SO2 pendant 3 h sous 25 mbars. A I'aide d'une pipette en verre, cette 
solution est ensuite ajoutee progressivement et sous agitation conistante (750 rpm) a 9 
ml de milieu aqueux tamponnc a pH 6,0 a I'aide d'un tampon phosphate 
(Na 2 HP04/KH2P04 0,066M) et contenant 90 mg de dextran 70 (1% p/v). Apres 18 h 
de polymerisation a 20°C, 9 ml d'eau distillee contenant 5% de D-glucose sont 
additionnes sous agitation a la suspension nanoparticulaire, puis le melange est 
soumis a une evaporation sous vide a Taide d'un Rotavapor (20°C, 25 mbars) afin 
d'eliminer Tacetone et de reduire le volume de la suspension aqueuse a 9 ml. La 
preparation est ensuite lyophilisec; la congelation a lieu a -30°C et la sublimation a 
+20°C pendant 36 h a une pression de 0,05 mbar. 

La taille des nanoparticules et la concentration en rifampicine sont mesures 
avant et apres lyophilisation. La taille est mesuree par diffusion d'un rayon laser. Le 
dosage de la rifampicine est realise par chromatographic liquide haute performance 
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couplee a un spectrophotometry La phase mobile est composee d'un melange 
methanol/acetate d'ammonium 0,05M (65:35), le pH est ajuste a 7,3, Ic debit est fixe a 
Iml/min et Pabsorption est lue a 254 nm. Lc taux de rifampicine non liee aux 
nanoparticules est mesure dans Ic sumageant obtenu apres ultracentrifugation de la 
5 suspension nanoparticulaire (80000g, 1 h a 4°C). La quantite de rifampicine fixee aux 
nanoparticules correspond a la fraction presente dans le culot, qui est dissous dans le 
THF avant de proceder au dosage direct de la rifampicine. 
On obtient les rcsultats suivants : 

- taille des nanoparticules contenant de la rifampicine : 266±63 nm avant 
10 lyophilisation et 282+54 nm apres lyophilisation; 

- pourcentage de fixation de la rifampicine : 8,5±0,5% avant et apres 
lyophilisation. 

Exemple 1 3 : Preparation de nanoparticules contenant de la colistine 
15 On procede de la mcme manicrc que dans I'exemple 12, mais le principe actif etant 
hydrosoluble, celui-ci est incorpore dans le milieu de polymerisation a une 
concentration de 0,5 mg/ml avant addition de la phase organique. 
La taille des nanoparticules contenant de la colistine mesuree par diffusion d f un rayon 
laser est de 282±65 nm apres evaporation et de 283±26 nm apres conservation a +4°C 
20 pendant 4 jours. Dosee selon la technique de diffusion sur gelose (S.P. Gotoff et al., 
Antimicrob. Agents Chemother, 1962, 107-113), la colistine est retrouvee a la 
concentration de 15 //g/ml dans Ic surnageant obtenu apres ultracentrifugation de la 
suspension nanoparticulaire (80000g, 1 h a 4°C) : la fraction non liee atix 
nanoparticules est done evaluee a 3% de la quantite totale de colistine ajoutee. 

25 

Exemple 1 4 : 

Preparation de nanoparticules contenant de Tazido-thymidine (AZT) 
(Sigma Aldrich Chimie, France). 

240 mg de monomcre 1-ethoxycarbonyl-l-ethoxycarbonylmethylene- 
30 oxycarbonylethene (Laboratoires UPSA / CARPI BEM, France) prealablement 
desorbe du S0 2 pendant 3 heures sous 25 mbars, sont dissous dans 2,5 ml d'acetone. A 
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l'aide d'une propipettc, cette solution est ensuite ajoutee progressivement et sous 
agitation constantc a 22,5 ml de milieu aqueux tamponne a pH 8,0 a l'aide d'un 
tampon phosphate (Na 2 HPCyKH 2 P0 4 0,066m) et contenant 225 mg de dextran 70 
(1 % p/v), ainsi que le principc actif hydrosoluble a une concentration de 0,53 mg/ml. 
5 Apres 18 heures de polymerisation a 20°C, 22,5 ml d'eau demineralisee contenant 
5 % de D-glucose sont additionncs sous agitation a la suspension nanoparticulaire, 
puis le melange est soumis a une evaporation sous vide a l'aide d'un Rotavapor (20°C, 
25 mbars) afin d'eliminer 1'acetone et de reduirc le volume de la suspension aqueuse a 
39,0 ml. La preparation est ensuite lyophilisce ; la congelation a lieu a -30°C et la 

10 sublimation a +20°C pendant 36 heures a une pression de 0,05 mbar. 

La taille des nanoparticules contenant de I'AZT mesuree par diffusion d'un 
rayon laser est dc 255 ± 63 nm avant lyophilisation. Le taux d'AZT dans le surnageant 
apres centriftigation dc la suspension nanoparticulaire (12 000 tr/min, 1 h a 4°C) est 
dose par spectrophotometrie UV a 266 nm. On obtient une concentration de 98//g/ml : 

15 la fraction non lice aux nanoparticules est done evaluee a 31,9 % de la quantite totale 
d'AZT ajoute. La fraction d'AZTlicc aux nanoparticules est done de 68,1 %. 

Exemple_15 : Preparation de nanoparticules contenant de la creatine phosphate 
(Boehringer Mannheim). 

20 Lencapsulation de la creatine phosphate est realisee selon la technique de 

Texemple 14. La taille des nanoparticules contenant de la creatine phosphate mesuree 
par diffusion d'un rayon laser est de 275 ± 260 nm avant lyophilisation. Le dosage de 
la creatine phosphate est realise par chromatographic liquide haute performance 
couplee a un spectrophotometry La phase mobile est composee d ! un tampon 

25 phosphate (KH 2 P0 4 , 0,05M) ajuste a pH 3,3. Le debit est fixe a 2 ml/min et 
Tabsorption est lue a 200 nm. 

Le taux de creatine phosphate non lice aux nanoparticules est mesure dans 
le surnageant obtenu apres centrifugation de la suspension nanoparticulaire 
(12 000 tr/min, 1 h a 4°C). La creatine phosphate est retrouvee a une concentration de 

30 463 yug/ml dans le surnageant : la fraction non liee aux nanoparticules est done 
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evaluee a 81 % de la quantite totale de creatine phosphate ajoutee. La fraction de 
creatine phosphate liee aux nanoparticules est done de 19 %. 

Exemple 16 : Preparation de nanoparticules contcnant du 5-fluorouracile (5-FU) 
5 L'encapsulation du 5-FU (Sigma Aldrich Chimie, France) est realisee selon 

la technique de 1'exemple 14. La taille des nanoparticules coritenant le 5-FU mesuree 
par diffusion d'un rayon laser est de 516 ± 88 nm avant lyophilisation. Dose par 
spectrophotometrie UV a 266 nm, le 5-FU est retrouvec a une concentration dc 70 
//g/ml dans le surnageanr obtenu apres centrifugation de la suspension 
10 nanoparticulaire (12 000 tr/min, 1 h a 4°C) : la fraction non liee aux nanoparticules est 
done evaluee a 23,3 % de la quantite totale de 5-FU ajoute. La fraction de 5-FU liee 
aux nanoparticules est done de 76,7 %. 



JNSDOCtD: <WO 981&455A1_I_> 



WO 98/18455 



22 



PCT/FR97/01907 



REVENDICATIONS 



1. Procede de preparation de nanoparticules formces d'un polymere statistique 
5 d'au moins un compose de formule (I) 

O 
II 

^C— OR, 

HX=C^ (I) 
A 

dans laquelle 

- Arepresente 

. un groupe — C — OR^ 
O 

10 ou 

un groupe — ( CH 2>— C~ OJ^ 
O O 

- Ri et R2, identiques ou differents, representent un groupe Cj-Cg alkyle Hneaire ou 
ramifie ; 

n = 1, 2, 3, 4 ou 5 ; 

15 caracterise en ce que Ie ou les monomere(s) est (sont), prealablement a la 
polymerisation, solubi!ise(s) dans un solvant organique aprotique miscible a 1'eau 
formant avec le milieu de polymerisation un melange non solvant du polymere forme. 

2. Procede selon la revendication 1 de preparation de nanoparticules formees 
d'un polymere d'un compose de formule (I) 

O 
II 

/C— OR, 



20 



dans laquelle 
- A represente 

. un groupe — C — OR, 
O 
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un groupe — C— O— (CH 2 )— C— OI^ 
O O 

- Rj et R2, identiques ou differents, rcprcsente un groupe Cj-Cg alkyle lineaire ou 
ramifie ; 
5 -n= 1,2,3, 4ou5, 

caracterise en ce que le monomere est, prealablement a la polymerisation, solubilise 
dans un solvant organique aprotique miscible a l'eau formant avec le milieu de 
polymerisation un melange non solvant du polymere forme. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, pour la preparation de 
10 nanoparticules ayant un diametre inferieur a 500 nm, de preference compris entre 100 

et 500 nm, et une masse moleculaire moyenne (Mw) comprise entre environ 1000 et 
100000, notamment entre environ 1000 et 80000, en particulier entre environ 2000 et " 
80000, de preference entre environ 8000 et 80000. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
15 qu'il comprend les etapes consistant a : 

- preparer une solution d'au moins un compose de formule (I) dans un 
solvant organique aprotique miscible a l'eau, 

- ajouter, sous agitation, a cettc phase organique un milieu de 
polymerisation aqueux a un pH compris entre 4,5 et 10, 

20 - recuperer les nanoparticules ainsi obtenues apres homogeneisation du 

melange et evaporation sous vide du solvant organique. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes consistant a : 

- preparer une solution d'au moins un compose de formule (I) dans un 
25 solvant organique aprotique miscible a l'eau, 

- ajouter, sous agitation, a cette phase organique un milieu de 
polymerisation aqueux a un pH compris entre 4,5 et 10, 

- recuperer les nanoparticules ainsi obtenues apres homogeneisation du 
melange et evaporation sous vide du solvant organique. 
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6. Procedc selon Tunc quelconque des revcndications 1 a 5, caracterise en cc 
que le solvant organique aprotique est choisi parmi I'acetonc, l'acetonitrile, le 
dioxanne et le tetrahydrofurane. 

7. Procede selon Tune quelconquc des revcndications 1 a 6, caracterise en ce 
5 que la concentration en composc(s) de formule (1) dans le solvant organique est de 

l'ordre de 30 mg/ml a 150 mg/ml. 

8. Procede selon Tune quelconquc des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que la molarite du milieu de polymerisation est de l'ordre dc 1/30 M a 1/3 M. 

9. Procede selon Tune quelconquc des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
10 que le milieu de polymerisation contient un ou plusieurs agents tensioactifs ou 

protecteurs de colloides. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que les agents 
tensioactifs sont des tensioactifs non ioniques choisis parmi les copolymeres de * 
polyoxyethylene, de polyoxypropylene, les poloxamers et les polysorbates. 

15 11. Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que les agents 

protecteurs de colloides sont choisis parmi les dextrans, les derives cellulosiques 
hydrosolubles, les polyethylene glycols et Talcool polyvinylique. 

12. Procedc selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce 
que la phase organique ou le milieu de polymerisation contient une ou plusieurs 

20 molecules biologiquement actives. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que le compose polymerise est un compose de formule (I) dans laquelle A represente 
un groupe — c~0— (CH^C-OR^ R, = = ethyle et n = 1. 

O O 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
25 que le compose polymerise est un compose de formule (I) dans laquelle A represente 

un groupe — n~ OR 2 et R, = R, = propyle. 
O 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
qu'on polymerise de maniere aleatoire un melange de composes de formule- (I) dans 
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laquelle A est un groupe C— OR, ou un groupe — C~ O — (CH-) — C — OR, 

II II 2n || ^ 

o o o 

tels que definis dans la revendication 1. 

16. Nanoparticulcs formecs d'un polymcre statistique d'au moins un compose 

mcthylidene malonatc dc formulc (I) 

O 
II 



X — OR, 
A 



dans laquelle 
- A represente 

. un groupe — C — OR^ 
O 

ou 



un groupe — C— O— (Cfc^)— C — OR 2 



O O 

- Rj et Ro, identiques ou differerits, represente un groupe C\-C(> alkyle lineaire ou 
ramifie ; 

- n = 1, 2, 3, 4 ou 5, 

ayant un diametre inferieur a 500 nm, dc preference compris entre 100 et 500 nm et 
15 une masse moleculaire moyennc (Mw) comprise entre environ 1000 et 100000, 
notamment entre 1000 et 80000, en particulier entre environ 2 000 et 80 000, de 
preference entre environ 8000 et 80000, susccptibles d'etre obtenues par le procede 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 15. 

17. Nanoparticules formecs d'un polymcre d f un compose methylidene 

20 malonate de formule (I) 

O 
II 

/C — OR, 



H,C=C^ 



dans laquelle 
- A represente 
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. un groupe — C — OR^ 
6 

ou 

ungroupe — C— O— (CH 2 )— C— 01^ 
O O 

- R\ et R2, identiques ou differents, represente un groupe C1-C5 alkyle lineaire ou 
5 ramifie ; 

- n = 1, 2, 3, 4 ou 5, 

ayant un diametre infericur a 500 nm, de preference compris entre 100 et 500 nm et 
une masse moleculaire moyenne (Mw) comprise entrc environ 1000 et 80000, en 
particulier entre environ 2 000 et 80 000, de preference entre environ 8000 et 80000, 
10 succptiblcs d'etre obtenues par le procede scion Pune quelconque des revendications 1 
a 15. 

18. Nanoparticules formees d'un polymere statistique d'au moins un compose 

de foimule (I) 

O 

II 

/C-OR, 
2 A 

15 dans laqueile 

- A represente 



ungroupe — C — OR^ 
O 

ou 

un groupe — C— O— (CH 2 )— C— 
O O 

20 - R\ et R2» identiques ou differents, represente un groupe Cj-Cg alkyle lineaire ou 
ramifie ; 
-n= 1,2, 3, 4ou 5, 

ayant un diametre inferieur a 500 nm, de preference compris entre 100 et 500 nm et 
une masse moleculaire moyenne (Mw) comprise entre environ 8 000 et 100000, de 
25 preference entre environ 8000 et 80000. 
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19. Nanoparticules formees d'un polymere d'un compose dc fonnule (I) 

O 



X— OR, 
A 



dans laquelle 

- A represente 

. un groupe — C — OR^ 

5 O 
ou 

un grouped — C- 0 — (CI^)— C— OR^ 
O O 

- Rj et R2, identiques ou differents, represente un groupe Cj-C6 alkyle lineaire ou 
ramifie ; 

10 -n = l,2,3,4ou5, 

ayant un diametre inferieur a 500 nm, de preference cornpris entre 100 et 500 nm et 
une masse moleculaire moyenne (Mw) comprise entre environ 8000 et 80000. 

20. Nanoparticules selon Tune des revendications 18 ou 19, formees d'un 
polymere d'un compose de formule (I) dans laquelle A est un groupe 

— jj— O— (CH^ — C-OR^ , n = 1 et R, = R, - ethyle. 
15 ° O 

21. Nanoparticules selon Tune des revendications 18 ou 19, formees d ! un 
polymere d'un compose de formule (I) dans laquelle A est un groupe — OOR^ et 
Rj = = propyle. O 

22. Nanoparticules selon Tune quelconque des revendications 16 a 21, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent une ou plusieurs molecules biologiquement 

20 actives. 

23. Composition pharmaceutique contenant a titre de principe actif des 
nanoparticules selon la revendication 22 cn association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 
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